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Las enfermedades priónicas o encefalopatías espongiformes transmisibles (EET) son un grupo de 
trastornos cerebrales degenerativos de los mamíferos, caracterizados por la conversión de la 
proteína priónica normal (PrPC) a su forma patogénica (PrPSc). La infección del sistema nervioso 
central (SNC) por PrPSc da lugar a un cuadro neuropatológico típico de degeneración 
espongiforme, pérdida neuronal y perturbación sináptica. El ovino con Scrapie es un modelo 
animal natural para el estudio de la neuropatología asociada a las enfermedades priónicas. Los 
estudios trasncriptómicos, como arrays de cDNA y RNAseq, ponen de manifiesto alteraciones de 
múltiples vías celulares y cambios en los perfiles de expresión génica que permiten el seguimiento 
del estado neurodegenerativo y predicción de su evolución. Hasta la fecha, en el modelo ovino no 
se ha llevado a cabo ningún estudio de expresión diferencial en Scrapie mediante secuenciación 
masiva de RNA, aunque sí que hay estudios centrados en el análisis de los perfiles de miRNA. 
En el trabajo presente se analizaron los resultados de la secuenciación masiva de RNA de muestras 
control, preclínicas y clínicas de tejido nervioso central de ovino con Scrapie. Se realizó un 
análisis bioinformático de los resultados, estudiando la expresión diferencial de los genes 
identificados en la comparación entre grupos y analizando el enriquecimiento de las vías celulares 
más representativas. Una profunda revisión bibliográfica de las mismas permitió establecer su 
implicación de ciertas rutas moleculares en la neuropatología de la enfermedad. Además, se 
identificaron potenciales biomarcadores tempranos de enfermedad, estableciendo su relación con 
otras patologías neurodegenerativas humanas y se pusieron a punto las condiciones de 
amplificación mediante PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR) para la validación del grupo 
de genes seleccionado. 
 
Prion diseases, or transmissible spongiform encephalopathies (TSE) are a group of degenerative 
brain disorders in mammals characterized by the conversion of normal prion protein (PrPC) to its 
pathogenic variant (PrPSc). The PrPSc infection of the central nervous system leads to the 
neuropathology of the disease, which involves spongiform degeneration, neuronal loss and 
synaptic disturbance. Sheep with Scrapie offer a natural animal model to study the 
neuropathology associated with prion diseases. Transcriptomic studies, such as cDNA arrays and 
RNAseq, reveal alterations of multiple cellular pathways and transcriptional changes that allow 
monitoring the neurodegenerative state and predicting its evolution. To date, no differential 
expression study has been carried out in Scrapie sheep model using massive RNA sequencing, 
although some studied have focused on the analysis of miRNA profiles. In the present work, the 
RNAseq results of control, preclinical and clinical samples of sheep central nervous system with 
Scrapie were analyzed. We perfomed a bioinformatic analysis, studying the differential 
expression of the genes identified between samples and the most representative enriched cellular 
pathways. After a deep bibliographic review, we established the role of the pathways in the 
neuropathology of the disease. In addition, we identified potential early disease biomarkers, and 
established their relationship with other human neurodegenerative pathologies. Finally, we 





2.1 Enfermedades priónicas 
Las enfermedades priónicas o encefalopatías espongiformes transmisibles (EET) pertenecen a un grupo 
de enfermedades neurodegenerativas que afecta a varias especies de mamíferos, además del hombre. 
Entre éstas, las más conocida y estudiadas son las que afectan al ganado, incluyendo tanto la 
encefalopatía espongiforme bovina (EEB), como el Scrapie ovino y caprino. Las EET en humanos 
incluyen, entre otras, la enfermedad de Cretuzfeldt-Jakob (CJD), el síndrome Gertmann-Sträussler-
Scheinker (GSS), insomnio familiar fatal y el Kuru (1). Otros ejemplos de EET en animales incluyen la 
encefalopatía transmisible del visón, la caquexia crónica del venado y alces (CWD, Chronic Wasting 
Disease), la encefalopatía exótica en ungulados (EUE, Exotic Ungulate Encephalophaty) y la 
encefalopatía espongiforme felina en gatos (2). 
Las EET están caracterizadas por la conversión de la proteína priónica normal (PrPC, cellular prion 
protein) a su forma patogénica (PrPSc, Scrapie prion protein), la cual es extremadamente resistente a 
procesos de inactivación físicos y químicos. La isoforma anómala se acumula en el tejido nervioso 
conduciendo eventualmente a la degeneración del mismo, formación de placas amiloides, gliosis 
reactiva y pérdida neuronal.  
Las EET presentan largos periodos de incubación, en función de la cepa, el huésped o la vía de 
transmisión. Además, se diferencian de otros síndromes causados por mal plegamiento proteico por su 
capacidad de transmitirse a individuos susceptibles tras exposición a PrPSc (3). 
Proteína prión celular 
La proteína prión celular está codificada por el gen PRNP, de una longitud de 16 kb, localizado en el 
cromosoma 20, tanto en la especie humana como en ovino. Contiene 2 exones, el primero sirve como 
sitio de iniciación de la transcripción y el segundo contiene el marco de lectura abierto. El pre-mRNA 
formado es procesado dando lugar al mRNA maduro que sirve de molde para la síntesis de la proteína 
prión celular de 253 aminoácidos (4). La PrPC madura resulta en una glicoproteína de 208 aminoácidos 
que queda anclada a la membrana celular por anclaje glicosilfosfatidilinositol (GPI). La PrPC está 
implicada en varias funciones cerebrales como protección neuronal, adhesión, señalización celular en el 
cerebro y control del ritmo circadiano. La proteína prion celular desempeña un papel fundamentalmente 
en la presinapsis por interacción con proteínas sinápticas, canales iónicos y receptores de 
neurotransmisores metabotrópicos e ionotrópicos (5). 
Proteína prión patológica 
Las enfermedades priónicas son resultado de la conversión de la PrPC a su isoforma mal plegada y 
patológica, con capacidad de agregación, PrPSc. Asimismo, esta PrPSc facilita la conversión de la proteína 
normal PrPC a su isoforma patogénica. Este proceso tiene lugar independientemente del origen de la 
PrPSc, ya sea de procedencia externa (ingestión), por mutaciones en el gen PRNP o por conversión 
espontánea de la isoforma salvaje a la anómala (6) (7). 
La forma patológica PrPSc está caracterizada por su alta resistencia a la digestión proteica, insolubilidad 
y su alto contenido de estructura en hoja plegada β. Mientras que PrPC presenta una estructura 
fundamentalmente de hélice α (42%) con baja presencia de hoja plegada β (3%), la proteína PrPSc 
presenta un 43% de hoja plegada β frente a un 30% de hélices α. En la conversión de PrPC a PrPSc la 




La tembladera, también conocida como Scrapie, se clasifica como una encefalopatía espongiforme 
transmisible (EET) de ovino y caprino. Descrita por primera vez en 1732 y ampliamente estudiada hasta 
la fecha, se considera como uno de los principales modelos animales de estudio de síndromes priónicos.  
Los periodos de incubación, deposición de la proteína patogénica y sintomatología varían en función de 
la cepa de Scrapie, el huésped y la vía de transmisión (9). 
2.2.1 Concepto de cepa (Scrapie clásico y atípico) y susceptibilidad genética 
El agente priónico puede encontrarse en forma de múltiples cepas, presentando diferentes signos 
clínicos, variados periodos de incubación y diferencias en la deposición neuroanatómica de PrPSc (10). 
Estas propiedades distintivas de cepa responden a diferencias conformacionales de PrPSc, ya que no 
existen diferencias en la secuencia aminoacídica entre PrPC y PrPSc (11). No se conoce cómo aparecen 
las nuevas cepas, pero se postula que podría deberse a flexibilidad conformacional inherente de la 
proteína, polimorfismos en PRNP o por eventos de transmisión interespecie (12). 
La designación más importante entre cepas de Scrapie se da entre el Scrapie clásico y el atípico (Nor98). 
El gen PRNP es polimórfico, en particular en los codones 136, 154 y 171, las variantes en estos codones 
modulan la susceptibilidad o resistencia al Scrapie clásico y atípico (13). 
La susceptibilidad a Scrapie clásico se asocia con valina 136, arginina 154 y glutamina 171 
(haplotipo VRQ). En contraposición, alanina 136, arginina 154 y arginina 171 (haplotipo ARR) 
confiere resistencia y una baja incidencia tanto en animales homocigotos como heterocigotos. La 
forma original del gen parece responder al haplotipo ARQ, habiéndose originado las otras 
variantes por mutaciones puntuales. La forma ARQ también se asocia a susceptibilidad a padecer 
la enfermedad, aunque con una menor penetrancia que VRQ. 
El Scrapie atípico parece estar asociado a animales con genotipo resistente a Scrapie clásico 
(ARR) y pocas infecciones se relacionan con el haplotipo sensible VRQ. La histidina (H) en el 
codón 154 se ha relacionado con una mayor susceptibilidad al Scrapie atípico tanto en ovejas 
como en cabras.  
2.2.2 Vías de infección, distribución en tejidos y neuropatología 
Las infecciones ocurren principalmente por ingestión en ambientes contaminados, pero las ovejas 
también pueden ser infectadas experimentalmente vía cavidad conjuntiva o nasal. La mayoría de las 
ovejas se infectan de su madre en el momento de nacimiento o poco después. La placenta puede contener 
altos niveles de PrPSc, de manera que la ingestión de membranas o fluidos fetales constituyen una de las 
rutas principales de infección. También se ha descrito la infección a través de escarificaciones en la piel 
(4). 
Tras su ingestión, PrPSc cruza la barrera intestinal de los enterocitos llegando a linfa y sangre, pero solo 
en los animales susceptibles se produce la acumulación de esta forma patológica en las células 
dendríticas foliculares de las estructuras linfoides, con la primera replicación del agente priónico en los 
tejidos linfoides asociados al intestino (14). Los animales infectados, durante esta fase asintomática con 
deposición de PrPSc en tejidos linfoides, actúan como una fuente ambiental de contaminación excretando 
proteínas priónicas en su saliva (15) y heces (16). 
Aunque el mecanismo de transferencia de PrPSc desde el sistema linforreticular hasta el nervioso se 
desconoce, se sugiere que se produce desde las células dendríticas foliculares hasta las fibras nerviosas 
que inervan los folículos linfoides (17) (18). Inicialmente, se produce la distribución de PrPSc a lo largo
4 
 
del sistema nervioso entérico, llegando hasta el SNC. La deposición inicial en el SNC en Scrapie clásico 
se produce en la médula oblongada, mientras que en Scrapie atípico es en la corteza cerebral y cerebelar 
(19). La infección del SNC por PrPSc da lugar a la degeneración espongiforme, pérdida neuronal, 
alteraciones sinápticas, neuroinflamación por activación de astrocitos y microglía y formación de 
agregados proteicos (4). La pérdida neuronal se atribuye a la activación de procesos apoptóticos que 
responden a estrés oxidativo, gliosis reactiva, cambios en la matriz extracelular y pérdida de la función 
antiapoptótica de PrPC (4). El cuadro neuropatológico se caracteriza por la hipertrofia e hiperplasia de 
astrocitos, con vacuolización espongiforme en el neuropilo de la sustancia gris.  
2.2.3 Signos clínicos 
Los primeros signos del Scrapie clásico son frecuentemente conductuales y las ovejas tienden a 
separarse del rebaño. Los animales afectados presentan hipersensibilidad a los estímulos, una mirada 
fija, ataxia y un andar inusual. Posteriormente, desarrollan temblores, especialmente en cabeza y cuello, 
rechinan los dientes y mantienen la cabeza gacha.  Muchas ovejas presentan inflamación pruriginosa de 
la epidermis, frotándose y rascándose intensamente. La pérdida de peso es común y el vellón de las 
ovejas adquiere un aspecto seco y quebradizo. Su comportamiento al beber y orinar también puede 
cambiar. La mayoría de los animales mueren en unas pocas semanas después del inicio de los signos 
clínicos (20). 
Las cabras con Scrapie clásico presentan signos conductuales parecidos a las ovejas. El prurito es, sin 
embargo, menos común y, si ocurre, es mucho menos intenso. La mayoría de las cabras presentan apatía, 
pérdida de peso y cese prematuro de lactancia. La enfermedad es progresiva y, como en ovejas, fatal 
(20). 
La falta de coordinación y ataxia son los signos clínicos más frecuentes en ovejas con Scrapie atípico 
(Nor98). El prurito es mínimo o poco común, aunque se ha observado en algunos animales. La pérdida 
de condición corporal, ansiedad, temblores y respuesta de amenaza anormales se han descrito en algunos 
casos, pero no en otros (13). 
2.2.4 Diagnóstico laboratorial 
Tradicionalmente, el diagnóstico de las encefalopatías espongiformes transmisibles se llevaba a cabo 
por técnicas histológicas mediante la determinación de vacuolización en el tronco encefálico (21). 
El diagnóstico actual consiste en la detección de PrPSc mediante ensayos de inmunoabosorbancia ligado 
a enzimas, inmunohistoquímica o Western-blot tras pretratamiento con proteinasa K, lo que permite 
diferenciar entre PrPC y PrPSc. En cerebros autolíticos, el diagnóstico se puede realizar mediante 
búsqueda de fibrillas priónicas por microscopía electrónica. Sin embargo, la prueba tiene baja 
sensibilidad de manera que se prefieren otros métodos diagnósticos (22). 
Otros ensayos de alta sensibilidad como la amplificación cíclica de proteínas mal plegadas (PMCA) y 
la conversión inducida por temblores en tiempo real (RT-QuIC) permiten identificar animales infectados 
antes que las técnicas inmunohistoquímicas o de inmunotransferencia. Estos ensayos de alta sensibilidad 
detectan pequeñas cantidades de priones por la capacidad de conversión de PrPC a su isoforma 
patológica. Actualmente se emplean principalmente en investigación, pero se está estudiando su 
aplicación para el diagnóstico de ovejas y cabras (23). 
El Scrapie también puede detectarse por inoculación en ratones (bioensayos de roedores) de material 
biológico procedente de individuos enfermos, sin embargo, el periodo de incubación es de varios meses, 
lo que hace que la técnica sea poco práctica para el diagnóstico rutinario. Además, las técnicas 
serológicas no son útiles, ya que no se generan anticuerpos contra proteínas priónicas. 
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Los ensayos de alta sensibilidad (PMCA y RT-QuIC) se encuentran en un estadio de estudio prematuro 
y las metodologías inmunohistoquímicas y de inmunotransferencia, aunque sensibles y específicas, solo 
son aplicables para el diagnóstico post-mortem. El uso de PrPSc como biomarcador ante-mortem se 
considera, hasta el momento, muy difícil de aplicar. En consecuencia, se requiere del desarrollo de 
nuevas pruebas de diagnóstico que no se basen exclusivamente en la determinación de PrPSc y que 
permitan la identificación de la enfermedad en fases tempranas de infección (24). Ante esta necesidad, 
se plantea la búsqueda de biomarcadores indicativos de la presencia de enfermedad y del estado de la 
misma mediante estudios sobre cambios en los perfiles de expresión génica de tejidos procedentes de 
animales infectados.  
Estos estudios genómicos permiten observar cambios transcripcionales de genes implicados en la 
neuropatología asociada a la enfermedad y podrían ser utilizados como biomarcadores permitiendo el 
desarrollo de un diagnóstico rápido y ante-mortem de la infección, así como la determinación de dianas 
terapéuticas en las EET.  
2.3 Estudios genómicos en enfermedades priónicas y antecedentes 
Hasta la fecha, se han llevado a cabo varios estudios genómicos, incluyendo el análisis de expresión 
génica y proteica de animales infectados, tanto en el estadio temprano de la enfermedad, como en el 
final (25) (26) (27).  Estos estudios ponen de manifiesto alteraciones de múltiples vías celulares y 
cambios transcripcionales que, aunque no son específicos de las EETs, podrían ayudar al seguimiento 
del estado neurodegenerativo en su traslación a la especie humana o a la predicción de la respuesta al 
tratamiento. Además, podrían explicar las diferencias individuales en cuanto a susceptibilidad y periodo 
de incubación (28). 
Los estudios mencionados se han realizado en varios modelos animales de EETs, incluyendo el bovino 
(29), ovino (24) (27) o cérvido (30). En este sentido, cobran especial importancia las técnicas de análisis 
de patrones de expresión, como los arrays de cDNA o la secuenciación de RNA. 
2.3.1 Arrays de cDNA 
La tecnología de microarrays, proceso mutiplexado basado en la hibridación, permite el análisis 
simultáneo de una gran cantidad de transcritos. El análisis masivo de un genoma celular resulta esencial 
para guiar el diagnóstico de la enfermedad y el perfil molecular del paciente. Estos arrays tienen varias 
aplicaciones, incluyendo la generación de perfiles de expresión génica, detección de polimorfismos de 
un solo nucleótido (SNP), estudios del estado de metilación del ADN o evaluación de microRNA (31). 
El grupo LAGENBIO ha llevado a cabo varios estudios genómicos aplicando la tecnología de los arrays 
de cDNA, como los realizados en médula oblongada de animales clínicos con Scrapie, así como 
preclínicos; “Perfiles de expresión genética y asociación con lesiones priónicas en la médula oblongata 
de animales sintomáticos con Scrapie” (32) y “Cambios en el transcriptoma de la medula oblongada en 
Scrapie natural presintomático y su asociación con lesiones priónicas” (33), respectivamente. El análisis 
de las variaciones transcriptómicas de las muestras se llevó a cabo, en ambos estudios, usando un 
microarray 4x44K, con un set de sondas diseñado a partir de una librería de cDNA obtenida de diversos 
tejidos de ovino, (sistema nervioso central y tejido linfoide entre otros), procedente de animales sanos y 
con Scrapie. Los estudios realizados revelaron un gran número de sondas con cambios de expresión, a 
partir de las cuales, con herramientas BLAST, se identificaron decenas de genes con expresión 
diferencial. Los resultados de los microarrays fueron confirmados con PCR cuantitativa a tiempo real 
(qRT-PCR) 
De acuerdo con los resultados, los genes identificados en muestras de médula oblongada de animales 
sintomáticos (32) podían agruparse en los siguientes grupos principales: proteínas extracelulares, 
proteasas lisosómicas, proteínas relacionadas con la respuesta inmune y genes implicados en la 
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transducción de señales. En cuanto a las muestras de médula oblongada de animales presintomáticos 
(33), los genes expresados diferencialmente identificados en el estudio codifican fosfoproteínas, 
proteínas de organización extracelular de la matriz o proteínas implicadas en la respuesta inmune, 
coincidiendo con los mecanismos descritos en el estudio anterior. Es decir, estos mecanismos parecen 
estar involucrados en la neuropatología del Scrapie desde las fases tempranas preclínicas hasta la 
manifestación clínica de la enfermedad.  
En comparación con otros estudios independientes de arrays de cDNA (34) (35), los genes que aparecen 
expresados de forma diferencial, varían entre estudios en función del tejido analizado y la especie. Esto 
es indicativo de la ausencia de cambios universales asociados a la infección priónica. Sin embargo, las 
rutas metabólicas en las que están implicados estos genes coinciden (respuesta inmune, respuesta 
inflamatoria, vía apoptótica y adhesión celular), lo que subraya la importancia de éstas en la patología 
de la enfermedad. 
2.3.2 RNAseq 
La secuenciación del transcriptoma entero es otra herramienta de gran interés con diversas aplicaciones, 
como la reconstrucción “de novo” de un transcriptoma (sin referencia del genoma) o evaluación de 
variaciones de nucleótidos, entre otras (36). En el contexto de este trabajo resulta de gran utilidad para 
la identificación de genes expresados diferencialmente entre condiciones determinadas, como entre 
animales infectados con Scrapie y animales control.  
En esta tecnología, en primer lugar, las muestras de RNA se retrotranscriben y fragmentan en pequeños 
cDNA y se secuencian masivamente con una plataforma de alto rendimiento. Las secuencias generadas 
se asignan a un genoma o transcriptoma y se estiman los niveles de expresión para cada gen o isoforma. 
Los datos se normalizan utilizando, diversos métodos estadísticos, y se identifican los genes expresados 
diferencialmente (36). Por último, los datos se evalúan en su contexto biológico. Con el aumento de 
popularidad de la tecnología RNAseq se han desarrollado múltiples softwares para el análisis de 
expresión diferencial.  
La tecnología de secuenciación de RNA presenta algunas ventajas frente a los microarrays de cDNA, 
como la reproducibilidad de enormes cantidades de datos, lo que reduce los números de replicados para 
cada experimento. Además, permite identificar y cuantificar la expresión de isoformas y transcritos 
desconocidos. Los microarrays requieren de información a priori sobre la secuencia o el 
genoma/transcriptoma de referencia para el diseño de las sondas, lo que limita la aplicación de la 
tecnología. Además, la hibridación cruzada y ruido de fondo de los microarrays genera problemas de 
especificad y sensibilidad para algunos genes, problemas que se solucionan con la aplicación de RNAseq 
(37). 
Hasta la fecha, aunque algunos estudios se han centrado en el análisis de miRNA en la enfermedad (38) 
(39), no se ha llevado a cabo ningún estudio de expresión diferencial en Scrapie utilizando la tecnología 
de secuenciación masiva de RNA. Debido a las limitaciones técnicas de la tecnología de microarrays, 
los estudios mencionados se complementarían comparando los perfiles transcripcionales de diversos 
tipos celulares aplicando RNAseq. Esta técnica permitiría un análisis transcriptómico mucho más amplio 
y una mayor capacidad para detectar nuevos transcritos (29).
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3    Objetivos 
- Realizar un análisis bioinformático de los resultados del estudio de RNAseq para la 
identificación de rutas moleculares implicadas en Scrapie. 
- Estudiar la posible implicación de las rutas identificadas en la biopatología de Scrapie y 
otras enfermedades neurodegenerativas.  
- Analizar los resultados de RNAseq para identificar potenciales biomarcadores tempranos 
de la enfermedad. 
- Seleccionar, realizando una búsqueda bibliográfica, un panel de genes con expresión 
diferencial del estudio de RNAseq según su función celular y relación con enfermedades 
neurodegenerativas. 
- Poner a punto las condiciones de amplificación mediante qRT-PCR para la validación de 
los cambios de expresión en los genes seleccionados. 
 
4   Materiales y métodos 
4.1 Muestras utilizadas para la secuenciación por RNAseq 
El estudio de RNAseq se llevó a cabo en el Centro Nacional de Análisis Genómicos (CNAG, 
Barcelona). Para este análisis se utilizaron un total de 11 muestras de tálamo de ovino: 4 obtenidas 
de animales clínicos, 3 de preclínicos y 4 controles. Todas las muestras provenían de hembras de 
la raza Rasa Aragonesa con genotipo para el gen PRNP ARQ/ARQ. La edad de los animales 
control y de los clínicos fue similar: 4,75±0,5 años y 4,35 ± 1,23 años, respectivamente. Siendo 
los animales preclínicos más jóvenes: 2,27±1,12 años. 
4.2 Análisis bioinformático 
El análisis de expresión diferencial de la CNAG se realizó con lima-voom (v.3.34.9) combinado 
con sva (v.3.26.0) para eliminar la variación (n.sv=2). Los transcritos detectados mediante 
RNAseq se ordenaron comparando la expresión entre los grupos muestreados (clínicos, 
preclínicos y controles). Así, los datos de expresión promedio se clasifican en 3 grupos diferentes 
en función de las comparaciones realizadas: “Clínicos Vs. Control”, “Preclínicos Vs. Control” y 
“Clínicos Vs. Preclínicos”, indicando el fold-change (logFC), la significación estadística (valor 
p), el nivel de expresión promedio (AveExpr), el valor T y el valor del estadístico B para cada 
una de las sondas.  
Los genes que mostraron expresión diferencial entre grupos se cribaron seleccionando aquellas 
entradas con |log(FC)|>1.5 y valor de p < 0,05, consideradas con expresión diferencial y 
estadísticamente significativas, para cada uno de los 3 grupos. Los transcritos seleccionadas se 
identificaron con ENSEMBL (40). 
4.2.1 Análisis de vías enriquecidas 
La herramienta informática ShinyGO, versión 0.61 (41) se utilizó para determinar el 
enriquecimiento de procesos por ontología de los genes con expresión diferencial obtenidos a 
partir de las 3 comparaciones entre grupos (“Clínicos Vs. Control”, “Preclínicos Vs. Control” y 
“Clínicos Vs. Preclínicos”). El software calcula los términos GO sobrerrepresentados en el grupo 
de genes analizados y los organiza en una red de términos GO significativos. Se aplica el test 
estadístico de distribución hipergeométrico y el test de corrección múltiple Benjamini & 
Hochberg FDR, con un nivel de significación del 0,05. 
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Los resultados de enriquecimiento se contrastaron con lo descrito en la bibliografía utilizando la 
base de datos PubMed para intentar establecer la relación de los mismos con la biopatología de 
Scrapie. La aplicación BioGRID 3.5.187 (42) se empleó para establecer las redes de interacción 
génicas de interés.  
4.2.2 Selección de biomarcadores tempranos de enfermedad 
Con el fin de determinar posibles biomarcadores tempranos de la enfermedad se seleccionaron 
los genes con expresión diferencial en las muestras preclínicas frente al grupo control 
(|log(FC)|>1.5) y valor de p < 0.05. La relación de los potenciales biomarcadores con 
enfermedades neurodegenerativas se llevó a cabo mediante una extensiva búsqueda en PubMed. 
4.3 Metodología para la selección de genes para validar 
Una vez cribados los resultados e identificados los transcritos, los genes se anotaron 
funcionalmente, empleando GeneCards (43), UniProtKB/Swiss-Prot (44) y PubMed (NCBI), 
indicando la implicación biológica y función molecular. Se seleccionaron los genes con cambios 
de expresión más significativos y con un papel funcional en el sistema nervioso y/o relación con 
síndromes neurodegenerativos, conformando un panel total de 28 genes (Tabla 1, Anexo). 
4.4 Puesta a punto de la amplificación por qRT-PCR de los genes seleccionados: 
4.4.1 Diseño de primers 
La secuencia de los primers diseñados para los 28 genes se recogen en la Tabla 2 del Anexo. El 
diseño se realizó con el servidor Primer3 (45) (46) a partir de secuencias génicas de Ovis aries 
(NCBI), incluyendo el borde exón-exón para evitar la amplificación de DNA genómico en la 
PCR. En caso de existir múltiples variantes de splicing para un mismo gen, se realizó un BLAST 
de todas las secuencias y se diseñaron los primers en las zonas del cDNA conservadas entre las 
distintas isoformas.  
Previo a la qRT-PCR para la validación de la expresión de los genes seleccionados, es necesario 
poner a punto la amplificación. El cDNA empleado se obtuvo de la retrotranscripción de muestras 
de RNA de ovejas clínicas, preclínicas y controles, utilizando el kit Qscript cDNA supermix 
(Quanta Bioscience). La preparación se llevó a cabo mezclando 1µl de RNA, 15µl de H2O y 4 µl 
de qScript cDNA Supermix, manteniendo las muestras y reactivos en hielo, siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. Mezclados y centrifugados los componentes, las muestras se 
incubaron en termociclador con el programa Quanta: 25 oC 5’, 42 oC 30’, 85 oC 5’ y 4 oC ∞.  
La especificidad de los primers, así como concentración y temperatura óptima de los mismos se 
analizaron mediante la realización de una PCR a punto final, mezclando 4,8 µl H2O, 1 µl de 
tampón 10X Tris-HCl, 0,3 µl Cl2Mg, 1,6 µl dNTPs, 0,1 µl oligo directo y 0,1 µl oligo reverso, 
0,1 µl Taq polimerasa y 2 µl de cDNA, obteniendo una mezcla final con un volumen de 10 µl. 
Las muestras amplificadas se llevaron a electroforesis estándar en gel de agarosa al 2%.  
4.4.2 qRT-PCR 
Las muestras y primers empleados fueron los mismos que los descritos en el apartado anterior 
(Tabla 2, Anexos). La qRT-PCR se llevó a cabo empleando SYBR Green. La amplificación se 
realizó por triplicado, en un volumen total de 5 µl, con 1 µl de cDNA (dilución 1:5), y primers a 
una concentración final de 0,3µM. Para normalizar la expresión de cada gen analizado, se empleó 




5    Resultados y discusión 
 El análisis mediante RNAseq y su posterior análisis bioinformático identificó la expresión de un 
total de 13.617 transcritos distintos. Tras el cribado, los transcritos anotados e identificados que 
exhibieron cambios en la expresión con |logFC| > 1,5 y valor p < 0,05, se redujeron a 41 genes 
con expresión diferencial en SNC de animales clínicos con respecto a los controles, de los cuales 
19 aparecen infra-expresados y 22 sobre-expresados; 36 genes se expresaron diferencialmente 
entre los tejidos  de animales clínicos y preclínicos, con 24 infra-expresados y 12 sobre-
expresados, y 23 entre Preclínicos y controles, con 12 infra-expresados y 11 sobre-expresados 
(Tabla 3). De estos genes con expresión diferencial, los cambios de 11 son comunes en clínicos 
y preclínicos frente a los controles y 7 se expresan de forma diferencial en los clínicos con 
respecto a ambos grupos (Figura 1). 
Grupo Infra-expresados 
LogFC<1,5 y valor p<0,05 
Sobre-expresados 
LogFC>1,5 y valor p<0,05 
Clínicos Vs. 
Control 
PMCH, LXN, KRT16, GLP1R, 
KLK7, CP4B1, SHISA3, PPP1R17, 
STRA6, MMRN1, CYP26B1, MPZL2, 
SEMA3A, LTBP2, COL6A3, MX2, 
XPNPEP2, TNFSF10, CD6 
 
NEXN, KITLG, ASB2, DAO, NTNG1, 
ANKRD34C, PCP4, MYBPC2, 
MAB21L1, ZIC1, AGMO, SPTSSB, ZIC4, 
MAB21L2, GRID2IP, SPTBN5, SFRP5, 




KRT16, CYP4B1, MMRN1, CCDC73, 
AHSG, FAM92B, SPATA18, PPP1R32, 
GRIN3B, ADGRD2, TTLL6, RSPH4A, 
MAP3K19, COL17A1, TTC34, LRRC23, 
ZAN, WDR63, RASL12, TCTE1, 
GPR149, WDR38, RERGL, CHRDL2 
MFRP, TTR, WFIKKN2, NAIP, PRSS12, 
MAB21L2, SPTBN5, SFRP5, OTX2, 
SLC10A4, SLC5A5, KL 
Preclínicos 
Vs. Control 
MFRP, TTR, WFIKKN2, LXN, STRA6, 
SIX3, SHISA3, ISLR, NAIP, LTBP2, 
COL8A1, CD6 
EGR2, MYBPC2, KITLG, TCTE1, 
SPTSSB, TTLL6, SLC14A1, AHSG, 










Tabla 3. Genes identificados en SNC con valor p < 0.05, estadísticamente significativos, y 
expresión diferencial, |logFC| > 1.5, para cada uno de los tres grupos estudiados: “Clínicos Vs. 
Control”; “Clínicos Vs. Preclínicos” y “Preclínicos Vs. Control”. 
Figura 1. Diagrama de Venn (91) 
de los genes con expresión 
diferencial para los 3 grupos 
comparativos: “Sc Vs. Co” en 
naranja (Scrapie/clínicos frente a 
controles); “Sc Ps. Precl” en verde 
(Scrapie/clínicos frente a 
preclínicos); “Precl Vs. Co” en 




5.1 Análisis de ontología y enriquecimiento 
El análisis ShinyGO (41) para los genes con expresión diferencial entre el grupo de animales 
clínicos y los controles indica un enriquecimiento, principalmente, en vías implicadas en procesos 
de guía neuronal y axonal. Respecto a las diferencias observadas entre preclínicos y controles, el 
enriquecimiento se da en procesos implicados en el desarrollo de órganos sensoriales, 
particularmente atendiendo a la visión. El análisis entre los grupos preclínico y clínico no mostró 
ningún enriquecimiento significativo en los genes regulados de forma diferencial. La alta 
variabilidad de las muestras, con alguna preclínica cercana a la fase clínica, explicaría los pocos 
cambios registrados. A continuación, se detallan los resultados de enriquecimiento detectados en 
los genes regulados diferencialmente entre los distintos grupos. 
5.1.1 “Clínico Vs. Control” 
Los principales procesos funcionales enriquecidos de forma significativa entre los genes con 
expresión diferencial entre tejidos de animales clínicos y controles aparecen relacionados con la 
morfogénesis celular, atendiendo a proyección neuronal, diferenciación y estructura anatómica. 
(Tabla 4). Cualquier cambio en la expresión de los genes implicados en estas vías, puede conducir 
a la alteración en la progresión de las neuronas, desde su formación hasta la estructura madura, 
dando lugar a neuritas distróficas y defectos en el transporte axonal.  
FDR Rutas funcionales Genes 
0.0002178 Morfogénesis de la estructura 
anatómica. 
SEMA3A, MYBPC2, NEXN, COL6A3, SLITRK6, 
OTX2, CYP26B1, LHX9, NTNG1, GBX2, MAB21L2, 
KRT16, SFRP5, STRA6, ZIC1, SPTBN5, MPZL2, 
MAB21L1 
0.0004271 Axogenesis. SEMA3A, NEXN, SLITRK6, ORX2, NTNG1, GBX2, 
LHX9, SPTBN5 
0.0005419 Desarrollo axonal. SEMA3A, NEXN, SLITRK6, OTX2, NTNG1, GBX2, 
LHX9, SPTBN5 
0.0006744 Guía de proyección neuronal. SEMA3A, NEXN, OTX2, GBX2, LHX9, SPTBN5 
0.0006744 Morfogénesis celular 
implicada en diferenciación. 
SEMA3A, NEXN, COL6A3, SLITRK6, OTX2, 
NTNG1, GBX2, LHX9, SPTBN5 
0.0006744 Guía axonal. SEMA3A, NEXN, OTX2, GBX2, LHX9, SPTBN5 
0.0006744 Morfogénesis celular 
implicada en la diferenciación 
neuronal. 
SEMA3A, NEXN, SLITRK6,  
0.0012174 Morfogénesis de proyección 
celular limitada por la 
membrana plasmática. 
SEMA3A, NEXN, SLITRK6, OTX2, NTNG1, GBX2, 
LHX9, SPTBN5 
0.0012174 Morfogénesis de proyección 
neuronal. 
SEMA3A, NEXN, SLITRK6, SLITRK6, OTX2, 
NTNG1, GBX2, LHX9, SPTBN5 
0.0012174 Morfogénesis de proyección 
celular. 
SEMA3A, NEXN, SLITRK6, SLITRK6, OTX2, 
NTNG1, GBX2, LHX9, SPTBN5 
Tabla 4. Rutas funcionales enriquecidas estadísticamente significativas en los genes con 
expresión diferencial en la comparativa “Clínicos Vs. Control”, aplicando el test estadístico de 
distribución hipergeométrico y el test de corrección múltiple Benjamini & Hochberg FDR 
(nivel de significación del 0,05). 
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Una profunda revisión bibliográfica de las vías funcionales mencionadas nos ha llevado a 
identificar los procesos moleculares implicados detrás de ellas. En este contexto, los genes de 
nuestros resultados (Tabla 4) reflejan la implicación de dos eventos moleculares de especial 
interés: la autofagia y la vía de señalización Wnt. 
Autofagia 
Apoyando nuestros resultados de enriquecimiento, son varios los estudios que describen la 
formación de neuritas distróficas en Scrapie experimental y otras enfermedades priónicas, 
incluyendo BSE, CJD y GSS (49) (50). Las neuritas distróficas responden a procesos neuronales 
anormales de expansión distrófica y acumulación de orgánulos celulares, como vacuolas 
autofágicas y cuerpos lisosomales.  
La autofagia, como proceso de digestión celular, cumple un papel muy importante en el control 
intracelular, sobre todo en aquellos tejidos en los que las células, como las neuronas y miocitos, 
no se dividen tras la diferenciación. Además de la función basal de la autofagia en condiciones 
normales, este proceso adquiere una relevancia añadida en condiciones de enfermedad, pues se 
considera que la degradación de proteínas patológicas, como PrPSc, es altamente dependiente de 
procesos autofágicos y del sistema ubiquitina-proteasoma (51) (52). Aunque se sabe que la 
autofagia tiene un efecto beneficioso en la protección frente a la neurodegeneración, se desconoce 
cómo lo hace. Una de las hipótesis principales propone que la autofagia elimina agregados 
proteicos y cuerpos de inclusión a través de diferentes adaptadores, siendo p62/sequestosoma-1 
(SQSTM1) un posible adaptador (53). La mayoría de los agregados proteicos patológicos 
aparecen marcados con ubiquitina y, en el caso de enfermedad priónica, se ha descrito la relación 
entre cerebros de ratón infectados con niveles aumentados de conjugados de ubiquitina.  SQSTM1 
contiene dominios tanto de unión a LC3 como dominios de unión a ubiquitina, de manera que 
permite el reconocimiento de agregados proteicos por parte de LC3, proteína de membrana del 
autofagosoma en formación (54). 
Son varios los genes representados en nuestros resultados para los que se conoce su implicación 
en procesos autofágicos, pudiendo dar lugar a la distrofia y alteración de la guía axonal recogida 
en las rutas enriquecidas. Entre ellos encontramos la cadena α3 del colágeno VI (COL6A3), 
miembro de la familia de los colágenos, que forma redes de microfilamentos en la matriz 
extracelular (3). Estudios in vitro e in vivo demuestran que el colágeno VI interviene en la 
apoptosis y autofagia, ambos procesos intracelulares clave en la homeostasis del SNC (55). Por 
tanto, la ausencia de colágeno VI, por infra-expresión del gen en animales con Scrapie, provocaría 
la alteración del flujo autofágico, con otros genes implicados en el proceso, como ATG5, también 
disminuyendo su expresión en fases tardías. Esta disminución se ha relacionado con una parada 
del proceso de autofagia (56). 
COL63A actúa como regulador en la diferenciación de células de Schawnn y en la preservación 
de la mielinización de nervios periféricos, siendo necesario para la regeneración nerviosa tras 
lesión (3). Además, está demostrado que el colágeno VI cumple un papel neuroprotector en 
situación de estrés y neurodegeneración (3). La supresión del ortólogo del gen COL6A3 en pez 
cebra, da lugar a anormalidades en la ramificación y extensión neuronal (57), lo que explica la 
alteración de las vías de “morfogénesis de la estructura anatómica” y “morfogénesis celular 
implicada en diferenciación” (Tabla 4) de nuestros resultados GO. Los resultados de Zetch y 
colaboradores (57), además, asocian la pérdida de función de COL63A con la distonía, pudiendo 
nuestros resultados sugerir una posible asociación entre la infra-expresión de este gen (y pérdida 
de la matriz extracelular) y las contracciones involuntarias o tembladeras típicas del Scrapie. 
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Estudios previos (24) también describen cambios en la expresión de otros genes de la familia de 
los colágenos (COL1A2, COL3A1 y COL12A1) y el enriquecimiento de la ruta de interacción 
matriz extracelular-receptor en el análisis de ontología, apoyando así nuestros resultados.  
En la misma línea, nuestros resultados reflejan 
cambios en el patrón de expresión del gen OTX2, 
que codifica para el factor de transcripción 
Homeobox OTX2, que desempeña un papel 
importante en el cerebro y desarrollo de órganos 
sensoriales. A partir del análisis por BioGrid 
(42) de OTX2 (Figura 2) encontramos que 
interacciona con otros factores de transcripción, 
como SOX2, cuya expresión ectópica se ha 
relacionado con la inducción de vías autofágicas 
(58), FOXO2, con cada vez una mayor evidencia 
en cuanto al papel que cumplen los factores de 
la familia FOXO en la regulación de genes 
implicados en autofagia y en el sistema 
ubiquitina-proteasoma (59), además de NANOG, 
y POU5F1, que posteriormente se discutirán. 
Entre las interacciones de OTX2, se incluyen 
también las proteínas Ataxina 1 (ATXN1) (60), 
quinasas dependientes de Ciclina 4 y 6 
(CDK4/6) (61) relacionadas con la activación de 
vías autofágicas vía mTOR. Nuestros resultados 
podrían sugerir, por tanto, la intervención 
indirecta de OTX2, a partir de su red de 
interacción, en el proceso autofágico. 
Señalización Wnt 
Siguiendo con el análisis de los procesos moleculares detrás de las vías metabólicas identificadas 
en el enriquecimiento, nuestros resultados indican expresión diferencial de genes relacionados 
con la vía de señalización Wnt. En este contexto, las proteínas Wnt han sido identificadas como 
moléculas de guía axónica conservadas en vertebrados e invertebrados (62). 
Se ha propuesto que la activación local de la vía Wnt canónica podría regular la polaridad neuronal 
y el crecimiento axonal, por acción de Wnt3a como reguladora de la formación y crecimiento del 
axón mediante activación de señalización intracelular local, conduciendo a la remodelación de 
los microtúbulos. Entre nuestros resultados, encontramos que SFRP5 muestra una expresión 
diferencial en animales enfermos respecto a los controles. SFRP5 codifica para el miembro 5 de 
la familia sFRP, caracterizada por presentar un dominio rico en cisteína, homólogo al sitio de 
unión putativo de las proteínas Wnt en los receptores Frizzled. SFRP5 está, por tanto, implicada 
en el secuestro de proteínas Wnt impidiendo su unión a los complejos receptores (63). En la 
misma línea, son varios los estudios previos que describen el deterioro en la señalización Wnt/β-
catenina en cerebros de ratones infectados con agentes priónicos (64). 
Atendiendo a los resultados discutidos previamente, no resulta sorprendente el cambio en la 
expresión de GBX2. GBX2 pertenece a la subfamilia de factores de transcripción de 
homeodominio involucrados en el posicionamiento del istmo, que modela el mesencéfalo y 
Figura 2. Red de interacción de OTX2. Se 
observa la implicación indirecta de OTX2, 
vía interacción con los intermediarios 
SOX2, FOXO2, ATXN1, en vías 
autofágicas. La alteración en la expresión 
de OTX2 sugiere la desregulación del flujo 
autofágico en animales con Scrapie. 
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cerebelo en vertebrados (65). Se ha descrito la implicación de GBX2 en la formación de la cresta 
neural por respuesta de sus elementos reguladores a vías de señalización Wnt/β-catenina (66). La 
disfunción de la vía, como consecuencia de los cambios en el patrón de expresión de SFRP5, 
explicaría asimismo la alteración en la expresión de GBX2.  
Nuestros resultados de las vías identificadas, en conjunto, revelan una perturbación de la vía de 
señalización Wnt propuesta como reguladora de la formación y crecimiento del axón: 
“morfogénesis de la estructura anatómica”, “axogénesis, “desarrollo axonal”, “morfogénesis de 
proyección celular”, “morfogénesis de proyección neuronal” (Tabla 4). 
Eventos moleculares neuronales 
Otros de los genes con expresión diferencial, aunque sin relación directa aparente con los dos 
procesos moleculares previamente discutidos, presentan una evidente relación con las vías GO 
identificadas, dadas las funciones fisiológicas que sus productos proteicos desempeñan en el 
sistema nervioso.   
En este contexto, son varios los genes que aparecen sobre-expresados en nuestros resultados, 
incluyendo NTNG1, ZIC1, NEXN y LHX9. En líneas generales, NTNG1 codifica para una proteína 
de adhesión a membrana axonal que, por interacción con su ligando NGL-1, media en la 
proyección de axones talámicos (67) (68). De forma similar, los niveles del factor de transcripción 
ZIC1 resultan determinantes en el desarrollo de circuitos pontocerebelosos. Un aumento en los 
niveles de ZIC1, tal y como se registra en nuestros resultados en animales con Scrapie, se ha 
relacionado con cambios en la “lateralidad” y dirección de los axones, con mayor proporción de 
proyecciones ipsilaterales, en lugar de contralaterales (69), resultando en alteraciones de la 
estructura anatómica de morfogénesis (Tabla 4). En cuanto a NEXN, el gen codifica para la 
nexilina, clave en la regulación de células progenitoras de oligodendrocitos mediante la 
interacción con F-actina. Las células progenitoras de oligodendrocitos son reclutadas a zonas 
dañadas donde se diferencian a oligodendrocitos remielinizantes maduros, participando en la 
formación de nuevas vainas de mielina alrededor de los axones (“Morfogénesis celular implicada 
en diferenciación”, Tabla 4).  Por último, LHX9 es un factor de transcripción que pertenece a la 
familia de genes LIM homeobox. De forma similar a la función discutida para ZIC1, LHX9 actúa, 
junto a LHX1, como interruptor en el control de la dirección axonal (70). 
Por el contrario, el gen SEMA3A (Semaforina 3A) aparece infra-expresado en animales con 
Scrapie. Las semaforinas corresponden a una de las familias más estudiadas en el desarrollo 
neuronal. En este sentido, los conos de crecimiento neuronal “navegan” estableciendo las 
conexiones apropiadas, mediante un mecanismo de señales atractivas o repulsivas, que favorecen 
o impiden el establecimiento de determinadas conexiones. La Semaforina 3A actúa como un 
factor repulsivo que induce el colapso y retracción de los conos, mediando en la repulsión axónica. 
Niveles reducidos de proteína en tejidos nerviosos revelan, por tanto, proyecciones anormales de 
axones sensoriales y orientación anómala de neuritas (71) (Tabla 4). 
5.1.2 “Preclínicos Vs. Control” 
Nuestros resultados revelan el enriquecimiento de vías celulares que pueden agruparse, por un 
lado, en el desarrollo de órganos y, por otro lado, en la regulación de la actividad peptidasa. El 
primer grupo incluye vías de morfogénesis de órganos, en particular los sensoriales, con 
morfogénesis y desarrollo del sistema ocular, y responde a la alteración de la expresión de los 
genes MYBCP2, LHX9, SIX3, COL8A1, MFRP y STRA6. El segundo grupo, regulación negativa 
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de la actividad endopeptidasa, resulta de cambios en la expresión de AHSG, NAIP, LXN y 




FDR Rutas funcionales Genes 
0.0052874 Morfogénesis ocular SIX3, COL8A1, MFRP, STRA6 
0.0122627 Morfogénesis órganos sensoriales SIX3, COL8A1, MFRP, STRA6 
0.0122627 Regulación negativa de actividad peptidasa AHSG, NAIP, LXN, WFIKKN2 
0.0122627 Regulación negativa de actividad endopeptidasa AHSG, NAIP, LXN, WFIKKN2 
0.0127073 Desarrollo de camera-type SIX3, COL8A1, MFRP, STRA6 
0.0127073 Diferenciación sexo femenino KITLG, LHX9, STRA6 
0.0127073 Morfogénesis camera-type SIX3, COL8A1, STRA6 
0.0145530 Desarrollo sistema visual SIX3, COL8A1, MFRP, STRA6 
0.0145530 Desarrollo ocular SIX3, COL8A1, MFRP, STRA6 
0.0145530 Morfogénesis de órganos animales MYBPC2, SIX3, LHX9, 












Patología visual (morfogénesis de órganos visuales) 
Uno de los signos clínicos de animales con Scrapie descrito es la discapacidad visual (72). Son 
varios los estudios con ovejas infectadas con Scrapie que describen el deterioro de la retina, el 
tronco encefálico, nervio óptico y corteza visual, detectando acumulación PrPSc en la capa 
plexiforme, tanto interna como externa, además de en células ganglionares y fibras ópticas (73). 
Nuestros resultados de enriquecimiento sugieren la implicación de varios genes en la 
morfogénesis y desarrollo visual, debiéndose considerar el papel que la alteración en la expresión 
de éstos toma en la patología. Aunque la discapacidad visual suele aparecer en estadios avanzados 
de la enfermedad, nuestros resultados sugieren la disfunción de estas vías ya desde fases 
tempranas en animales preclínicos.
Tabla 5. Rutas funcionales enriquecidas significativas para los genes con expresión diferencial 
en el grupo “Preclínicos Vs. Control”, aplicando el test estadístico de distribución 
hipergeométrico y el test de corrección múltiple Benjamini & Hochberg FDR, con un nivel de 
significación del 0,05. 
Figura 3. Red de 
enriquecimiento de ontología 
“Preclínicos Vs. Control”. Las 
principales dos vías celulares 
enriquecidas incluyen 
“desarrollo de órganos” y 




En cuanto a los genes que presentan cambios en su patrón de expresión en animales preclínicos 
frente al grupo control, SIX3, COL8A1, MFRP, STRA6 aparecen infra-regulados, mientras que 
MYBPC2 y LHX9 presentan sobre-expresión.  
La anotación de estos genes, en particular SIX3, MFRP y STRA6, revela, una vez más, su 
implicación de la vía de señalización Wnt, fundamental en el desarrollo de tejidos oculares (74). 
La alteración en los patrones de expresión de estos genes resulta en la desregulación de la vía 
provocando defectos oculares graves e incluso ceguera. El desarrollo ocular comienza con la 
formación de precursores en la placa neural anterior con la expresión de factores de transcripción, 
como SIX3, que inhiben la señalización Wnt/B-catenina. SIX3 previene la activación de la vía 
Wnt/B-catenina en el prosencéfalo rostral de ratón mediante unión y represión del potenciador de 
Wnt1. La pérdida de expresión de este factor de transcripción en animales preclínicos, tal y como 
sugieren nuestros resultados, resultaría en el aumento de la expresión de Wnt1 y alteraciones en 
la funcionalidad ocular (75). Por otro lado, MFRP contiene un dominio rico en cisteínas (CDR), 
que también se encuentra en el receptor Frizzled, implicado en la ruta de señalización Wnt (76). 
El dominio CDR es esencial para la unión a proteínas Wnt y su señalización, lo que sugiere la 
posible alteración de la vía por cambios de expresión en el gen MFRP. Aunque la implicación de 
MFRP en la vía Wnt no se conoce con exactitud, varios estudios demuestran la relación entre la 
pérdida de función de MFRP y discapacidad visual. La deficiencia de MFRP causa desarrollo 
ocular anormal con un eje visual irregular y varias comorbilidades visuales (77), lo que explica la 
alteración en morfogénesis y desarrollo ocular de nuestros resultados de enriquecimiento (Tabla 
5), así como la disfunción visual que presentan los animales preclínicos.  
Por último, STRA6, que aparece infra-expresado en animales preclínicos, codifica para un receptor 
de membrana implicado en el transporte de retinol desde RBP4 (Retinol Binding Protein 4), 
transfiriéndolo a la proteína citoplasmática RBP1 (Retinol Binding Protein 1). Estudios previos 
sugieren que Wnt-1 es capaz de inducir la expresión de STRA6 por un mecanismo sinérgico al del 
retinol (78). La ausencia de STRA6, por infra-expresión del gen, y alteración de la homeostasis de 
retinol, da lugar a la disminución de células del cono y de la respuesta escotópica y fotópica, 
además de la reducción del espesor de la retina (79). 
Todo ello sugiere la importante implicación de la ruta de señalización Wnt en las vías de nuestros 
resultados de ontología, incluyendo “Morfogénesis ocular” y “Desarrollo del sistema visual”. La 
alteración en la expresión de los genes discutidos supone la desregulación de la vía Wnt ya desde 
el comienzo de la enfermedad, degenerando de forma progresiva hasta el final de la misma, con 
alteración de SFRP5 y GBX2, tal y como se ha matizado en el apartado anterior (“Clínicos Vs. 
Control”). 
Por otro lado, COL8A1, sin implicación en la ruta de señalización Wnt, cumple también un 
importante papel en la morfogénesis y desarrollo ocular. COL8A1 codifica para la cadena α-1 del 
colágeno VIII, componente de la membrana basal del endotelio de la córnea. Estudios de 
inactivación de COL8A1 y COL8A2 en ratones demuestran que el colágeno VIII es necesario para 
el desarrollo normal de la cámara anterior del ojo. Su ausencia da lugar a una protuberancia 
globoide en la cámara anterior y reduce el número de células endoteliales de la córnea, además 
de disminuir la capacidad de proliferación de éstas (80). Se ha sugerido, por tanto, un posible 
papel del colágeno VIII como factor de crecimiento durante el desarrollo de la córnea. Nuestros 
resultados, indicativos de la infra-expresión de COL8A1 en animales preclínicos, podrían sugerir 
perturbaciones similares a las observadas en ratones KO-COL8A1, con una reducción en la 
proliferación de las células de la córnea, contribuyendo al adelgazamiento de la misma.
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Regulación negativa de la actividad endopeptidasa y apoptosis 
El enriquecimiento de esta vía metabólica sugiere la alteración de procesos que reducen la tasa de 
actividad peptidasa, e incluye a los genes AHSG, que aparece sobre-expresado, y NAIP, LXN y 
WFIKKN2, que aparecen infra-expresados.  
Entre éstos resulta de especial interés el gen NAIP, dada su implicación en la apoptosis. La 
proteína codificada por este gen contiene regiones de homología con inhibidores de proteínas de 
apoptosis de Baculovirus y, de igual forma, es capaz de suprimir la apoptosis, mediante inhibición 
de CASP3, CASP7 y CASP9.  NAIP inhibe la auto-escisión de pro-CASP9 y escisión de pro-
CASP3 por CASP9, lo que explica su implicación en la regulación negativa de actividad 
endopeptidasa. NAIP interviene en la supervivencia neuronal en condiciones patológicas, 
previniendo la apoptosis de neuronas motoras. Niveles reducidos de NAIP sugieren, por tanto, la 
desregulación de la vía apoptótica y un aumento de la misma, pues la inhibición por NAIP no 
tendría lugar. En relación, son varios los estudios que describen daño dendrítico y muerte neuronal 
por apoptosis en el periodo de incubación de la enfermedad, tanto in vivo como in vitro (64) (81). 
5.1.3 Implicación de rutas de desarrollo temprano del sistema nervioso 
Resulta de especial interés que varios de los genes de nuestros resultados, con implicación en las 
vías moleculares previamente discutidas y, para ambos grupos muestreados, cumplen un papel 
importante en el desarrollo temprano del sistema nervioso. 
En cuanto a los resultados de expresión diferencial en animales clínicos, respecto a controles, la 
propia vía canónica de señalización Wnt que, atendiendo a nuestros resultados, predecimos que 
aparece alterada en animales con Scrapie, conduce a la remodelación de los microtúbulos, proceso 
fundamental en el desarrollo en fases muy tempranas del sistema nervioso. De la misma forma, 
los factores de transcripción de homeodominio, como GBX2 y OTX2, con expresión diferencial 
en animales clínicos, son determinantes en el desarrollo embrionario. Por otro lado, la red de 
interacción de OTX2 (Figura 1) pone de manifiesto la interacción con los genes de pluripotencial 
NANOG y FOXO2, implicados, una vez más, en el desarrollo del sistema nervioso, así como las 
Semaforinas previamente discutidas. 
Respecto a los animales preclínicos, COL8A1, así como los genes con cambios de expresión 
implicados en la vía de señalización Wnt discutidos, aparecen implicados en el desarrollo ocular.  
En relación, el estudio comparativo de Majer et al (2019) (82) de perfiles de expresión génica en 
poblaciones de neuronas, microglía y astrocitos procedentes de ratones con enfermedad priónica 
identifica un enriquecimiento de genes implicados en el desarrollo neuronal, apoyando así 
nuestras conclusiones. 
Todo ello, sorprendentemente, sugiere una significativa alteración en la expresión de genes de 
desarrollo temprano del sistema nervioso en Scrapie. Esta observación nos lleva a realizar una 
búsqueda de cambios en genes de desarrollo neuronal en otras enfermedades neurodegenerativas 
que justifiquen nuestros resultados.  El análisis comparativo in silico de genes con expresión 
diferencial en Alzheimer, Parkinson, Esclerosis Lateral Amiotrófica (ELA) y demencia 
frontotemporal (83) permite la identificación de rutas enriquecidas comunes entre los cuatro 
síndromes neurodegenerativos. En relación con nuestros resultados, entre las vías GO biológicas 
del enriquecimeinto de Habib y colaboradores (83), se encuentra “desarrollo celular” y “desarrollo 
de la guía axonal”. Además, las redes génicas y proteicas construidas para los cuatro síndromes, 
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revela a EGFR como el nodo central más conectado, el cual juega un papel fundamental en la 
regulación del desarrollo neuronal.  
El estudio de Habib y colaboradores, centrado en enfermedades neurodegenerativas, sugiere un 
posible origen de la neuropatología por alteración de procesos tempranos del desarrollo, aunque 
la manifestación de éstas se de posteriormente en etapas tardías. Sin embargo, en el caso de 
Scrapie, es necesario entrar en contacto con el prion patológico, lo que sugiere un posible papel 
de PrPSc en la alteración de procesos de desarrollo neuronal. Esto nos lleva a plantear la posibilidad 
de que las distintas variantes PrPSc pudieran afectar diferencialmente a los eventos tempranos de 
desarrollo.  
Los cambios de expresión diferencial de genes implicados en procesos de desarrollo, tanto en 
Scrapie, como en enfermedades neurodegenerativas, plantea la posible implicación de éstos en 
estadios patológicos y otros procesos moleculares a lo largo de la vida. Es necesario, por tanto, 
realizar estudios en profundidad que permitan analizar la influencia de estos genes en procesos 
de envejecimiento y muerte neuronal. 
5.2 Identificación de potenciales biomarcadores tempranos de enfermedad 
Los genes susceptibles de considerarse como biomarcadores tempranos de la enfermedad son 
aquellos con expresión diferencial en las muestras preclínicas frente al grupo control (Tabla 3, 
Anexos).  
Entre éstos, se diferencian 4 grupos, en función de su perfil de expresión: 
Grupo 1: LXN, KLK7, SHISA3, STRA6, LTBP2. Aparecen infra-expresados tanto en la 
fase preclínica de la enfermedad, como en la clínica. 
Grupo 2: MFRP, KL, TTR, WFIKKN2. Aparecen infra-expresados únicamente en fases 
tempranas de la enfermedad. En fase clínica no presentan diferencias respecto al grupo 
control.  
Grupo 3: AHSG, GRIN3B, TTLL6, ZAN, TCTE1 EGR2, SLC14A1. Aparecen sobre-
expresados, tanto en la fase preclínica de la enfermedad, como en la clínica.  
Grupo 4: KITLG, NTNG1, MYBPC2, SPTSSB, GRID2IP, LHX9, CHRNA2. Aparecen 
sobre-expresados únicamente en fases tempranas de la enfermedad. En fase clínica no 
presentan diferencias respecto al grupo control. 
Entre éstos, interesan especialmente los genes de los grupos 3 y 4 por aparecer sobre-expresados, 
lo que facilita su detección. Destacan AHSG (Grupo 3), GRID2IP, LHX9 y CHRNA2 (Grupo 4), 
con logFC > 3 en “Preclínicos Vs. Control”, indicativo del significativo cambio en la expresión 
entre ambos grupos. 
Por otro lado, podríamos predecir que interesan aquellos genes para los que se ha descrito relación 
con síndromes neurodegenerativos. En este sentido, el análisis bibliográfico de los potenciales 
biomarcadores identificados sugiere la implicación de varios de ellos con distintas patologías 
(Tabla 3, Anexos), haciendo hincapié en el Alzheimer.  
La pérdida de función de KLK7 fomenta la amiloidosis en ratones modelo con Alzheimer 
(84) y la deficiencia de Klotho (KL) se asocia a envejecimiento acelerado. Además, se han 
descrito niveles reducidos de Klotho en pacientes con Alzheimer y disminución de la 
concentración de la proteína en líquido cefalorraquídeo de pacientes con esclerosis múltiple 
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remitente-recurrente. De la misma forma, alteraciones de Klotho parecen influenciar el 
desarrollo de neuronas serotoninérgicas, jugando un papel importante en la depresión senil 
(85). 
Shi y colaboradores (2019) (86) describen la infra-expresión de AHSG, especialmente 
interesante por su cambio de expresión en nuestros resultados (|logFC |>3), en modelos de 
ratón con Alzheimer e hipoperfusión crónica, proponiéndolo como un potencial 
biomarcador de predicción de la progresión del Alzheimer.  
Aunque hasta el momento no se había asociado el gen TTLL6 con ninguna patología 
humana, en 2015, Zempel y colaboradores describen la relación de TTLL6 con la ganancia 
de función de Tau, sugiriendo así su implicación en el Alzheimer y otras taupatías (87). 
Igualmente, la sobre-expresión de SLC14A1 correlaciona con síndromes 
neurodegenerativos como Alzheimer, esclerosis lateral amiotrófica esporádica y Parkinson 
(88). 
Por otro lado, estudios GWAS recientes describen la asociación del Alzheimer de inicio 
tardío con niveles reducidos de TTR en plasma y líquido cefalorraquídeo (89). 
Interesan, especialmente, AHSG y SLC14A ya que, aparecen sobre-expresados en animales 
preclínicos, lo que facilita su detección frente a los que están infra-expresados. Los genes 
previamente discutidos podrían tratarse de potenciales biomarcadores de Scrapie, sin embargo, 
no podrían proponerse como candidatos a biomarcadores de enfermedades priónicas humanas 
(CJD, insomnio familiar fatal, GSS, Kuru) ya que, al aparecer también alterados en otras 
patologías humanas, resultaría necesario realizar un diagnóstico diferencial.  
5.3 Validación de los cambios de expresión 
La puesta a punto por PCR a punto final y electroforesis estándar resulta en la amplificación de 
21 de los 28 primers diseñados (Tabla 2, Anexos) Los genes SFRP5, SPTBN5, PPP1R32, 
GRIN3B, MFRP, SLC5A5 y TTLL6 se descartaron del análisis, mientras que los otros 21 se 
estudiaron mediante qRT-PCR. En la prueba inicial por qRT-PCR amplificaron todos los genes, 
a excepción de GLP1R, CHRNA2, MAB21L2, TTR y SIX3, que presentaron curvas de fusión 
anormales, indicativas de la formación de dímeros de primers.  Los 16 genes restantes (PMCH, 
LXN, PPP1R17, STRA6, LHX9, GBX2, OTX2, SLITRK6, GRID2IP, CYP4B1, KRT16, AHSG, 
WFIKKN2, KL, SIX3, SLC14A1) amplificaron correctamente, con curvas de fusión indicativas de 
una adecuada especificidad de reacción. 
Debido al periodo de alerta sanitaria a razón del Covid-19, no ha sido posible validar los genes 
previamente mencionados mediante qRT-PCR. Para poder obtener resultados concluyentes, sería 
necesario confirmar los cambios de expresión descritos, así como determinar los niveles de 
proteína codificada en cerebro, sangre o líquido cefalorraquídeo, frecuentemente empleado como 




6    Conclusiones/conclusions 
 
Los resultados de expresión diferencial del RNAseq y el análisis de las vías celulares de 
enriquecimiento, atendiendo a su implicación en la neuropatología del Scrapie, así como la 
búsqueda de potenciales biomarcadores tempranos de enfermedad, considerando, además, su 
implicación en otras enfermedades neurodegenerativas nos permite obtener las siguientes 
conclusiones: 
• Las principales vías celulares alteradas en los animales con Scrapie en fase clínica 
responden a perturbaciones en rutas moleculares implicadas en la morfogénesis y 
progresión neuronal, como consecuencia de la alteración del flujo autofágico y vía de 
señalización Wnt. Las rutas alteradas en los animales preclínicos se relacionan con la 
morfogénesis de órganos visuales, con implicación de la vía de señalización Wnt, y 
reducción de la actividad endopeptidasa, con muerte neuronal por apoptosis. 
• Los animales con Scrapie presentan una importante alteración de procesos de desarrollo 
temprano del sistema nervioso central, de forma similar a lo que ocurre en otras 
enfermedades neurodegenerativas humanas (Alzheimer, Parkinson, ELA, demencia 
frontotemporal).  
• Se identifican 23 potenciales biomarcadores tempranos de Scrapie, de ellos AHSG, 
GRID2IP, LHX9 y CHRNA2 presentan especial interés por estar fuertemente sobre-
expresados en los animales infectados con scrapie en fase preclínica. 
• Los biomarcadores de Scrapie identificados también en enfermedades neurodegenerativas 
humanas no podrían proponerse como candidatos a biomarcadores de enfermedades 
priónicas humanas, resultaría necesario realizar un diagnóstico diferencial. 
 
The enrichment analysis of the most represented pathways among the genes with differential 
expression, associated with the features of Scrapie neuropathology, as well as the reserach for 
potential early biomarkaers of the disease, lead us to the following conclusions:  
• The altered cellular pathways in Scrapie respond to disturbances in molecular pathways, 
which are directly related to changes in the expression of certain genes. Clinical animals 
show altered morphogenesis and neuronal progression, as a consequence of several 
changes in the autophagic flux and Wnt signaling pathway. Preclinical Scrapie shows 
altered morphogenesis of visual organs, with changes in the Wnt signaling pathway, and 
decreased neuropeptidase activity, with neuronal death by apoptosis. 
• Animals with Scrapie show alteration of developmental processes of the central nervous 
system, in consistency with what is described for other human neurodegenerative diseases 
(Alzheimer, Parkinson, ALS, frontotemporal dementia). 
• We identified 23 potential early biomarkers of Scrapie, of which AHSG, GRID2IP, LHX9 
and CHRNA2 are of particular interest as they are strongly over-expressed in animals with 
Scrapie in the preclinical phase.  
• The Scrapie biomarkers which have also been identified in other human neurodegenerative 
diseases can’t be proposed as biomarkers of human prion diseases, as it would be necessary 
to carry out a differential diagnosis.
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